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moglich, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAdd3 dim durch die Einwirkung des Alkalis verureacht zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAist. 
Fhr dae zweite Experiment war 1 kg Gelatine in 10 1 0.25-prozen- 
tigem Ammoniakwaesar mit 15.0 g Trypein (Trypsinnm puriseimuin 
Gr i ib ler )  der Verdauung tiberlassen worden. Jeden dritten Tag 
wurden 5.0 g Trypsin zugegeben, bis die gesamte Zugabe 50.0 g er- 
reicht hatte. Die Verdauung dauerte vierundznranzig Tage. Die 
weitere Behandlung war die gleiche wie beim vorigen Experiment, die 
Ausbeute betrug 6.0 g an annlysenreiner Substanz. Die Zusamrnen- 
setzung war die folgende: 

0.1500 g Sbat.: 0.2995 g CO,, 0.090 g HtO. 
C I H ~ O O , N ~ .  Ber. C 54.54, H 6.48. 

Gel. s 54.45, s 6.66. 

Die Substanz besal3 den Schmp. 212O (liorr.) uod das folgende 

0.2500 g Sbst. in 4.0 ccm Wnsser gelht. GessmtKowicht 4.260 g zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBASper. 
nrehungsverrntigen zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA: 

Gea. 1.018. Drehte irn l-dm-Rohr - 10.70. Mithin zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
[a]:= - 168.95O (& 0.010). 

Die synthetiwh von P ischer  und R e i t  dargestellte Substanz 

besaU das DrehungsverrnBgen VOD [ a g  = - 217.40O und dem Schmp. 
217O. 

Mithin ist bei kiirzer daueroder l'erdauung auch die Inaktivierung 
nicht so weit fortgescbritten. 

480. Donald D. van Slyke: Rine Methode 
sur quantitatlven Beetimmung der aliphatiwhen Amino- 
gruppen; einfse Anwendungen d d b e m  in der ohemie 

der Proteine, doe Harm und der zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm e .  
[Aus dem RockefellerIastitnte €or Medical Resurd, New Tork.] 

(Eiogegmgen am 1. Oktober 1910.) 

I. P r i n z i p  d e r  Methode. 

Es ist seit langem bekanot, da13 nliphatische Aminogruppen mit 
srlpetriger Siiure nach der Gleichung 

reagieren. Da der Stickstoff sich gasformig entwickelt und das System 
~erlH6t, sollte die Reaktioo quantitntiv von links nach rechts gehen, 
was auch zutriift. S a c h s  und K o r m a n n  haben bereits Tor 35 Jahren 
die Rerktion zur Grundlrge einer Methode fiir Aminogruppen-Restirn- 

R.NH9 + HNOs = R.Oh + HIO + N, 
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mung beontzt zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA'), und danach haben mebrere andere; Autoreo dasselbe zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Prinzip zuin glaichen Zwecke in Anwendung gebracht *). Doch scheinen 
dle vorgeschlagenen Verfahren nicht den Anfordernngen an Einfach- 
heit, 8ahnelligkeit und Genauigkeit zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAzu enteprechen, welche eise all- 
gemeioe Anwendung fiir Aufgaben der Chemie und Biologie erlauben. 

Das rorliegende Verfahren scheiot dieees Ziel zu erreichen. bfan 
braucht nur wenige Mioaten, urn die Bestimmung auseufliha, und bei 
einigerma6en sorgfiiltigem Arbeiten kana mnn den Analysenfehler nuf 

f l/,o mg N einschdnken. Der Stickstoff wird in einein Apparat cot: 
wickelt, welcher auDer reinem Stickstofforyd kein aoderes Gas ent- 
hiilt. Nnch Beendigung der Stickstoft-E~~twicklung wird das Stickstoff- 
oxyd durch alkalisches Pernianganat absorbiert und der reine Stickstoff 
ge tilessen. 

11. Das Verfahren. 

Die :LUS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
D herausragenden Glnrriihren sind siimtlich Capillaren von 6-7 min 
iiuDerem Durchmesser und, mit Ausnahme des nac6 A leitenden 
Rohres, von 1 mm Lumen. Damit 
die Gaebiirette rein bleibt, enthiilt das Sperrwasser in E ca. 1 O/O 

Schwefeldure. Die Reaktion wird i n  der 35-37 ccui fassenden 
Flasche D ausgefiihrt. Zuerst befindat sich die Losung der Amioo- 
verbindung, die am besten nicht mehr als 20 mg Aminoetickstoff enthllt, 
in der 13iirette €I, und ca. 5 ccm Wasser in A. Man gieBt in die 
Flasche zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAD 28 ccm einer Losung von 3 Teilen NaNOn in 10 Teilen 
Waeser und danach 7 ccm Eiaessig. Das Stickstoffoxyd entwickelt 
sich sofort heftig. Jetzt bringt man den A, B uhd zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAC enthaltenden 
Stiipsel in den Flaschenhals, bindet ihn mittels einea Drahtes fest und 
offnet den Hahn a. Darauf flieBt doe Wwser von A nieder und die 
Luft wird aua D durch C hinausgeddngt. Um auch die in der 
HNOS-Lasung gelaste Luft auszutreiben, macht man den Hahn c zu, 
offnet a nnd schiittelt die Flasche; hierdurch wird starke Stickstoff- 
oxyd-Entwicklung eneugt und 10-15 ccm Fliissigkeit in A zurtick- 
gedriickt. Sodann affoet man c wieder und driingt das Gas zusammen 
mit der Luft, welche es nus der Fltissigkeit ausgewascben hat, durch 
C binaus. Um die Luft gsnz sioher vollstilodig zu entferneo, 
wiederholt man die Operation. Danach erzeugt man, durch ZumacLen 

Der Apparat ist in der Fignr auf S 3172 dargeatellta). 

Das letztere ist von 2 mm Lumen. 

I) Ztschr. f. and. Chem. 14, 380 [1875]. 

') Kbnig, Chem. d. rnanechl.Nahrungs- u. Gendmittel, 4.AuSL, Bd.4 274 
8) Der Apparat wird von Robert Gdtre, Leiprig (Mk. 25) und ron 

E. Machlett and Son, 143 East 23St., New york, geliefert. 
205 
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von zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAc und Schiitteln der Flasche, einen Gasraum von zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAca. 20 ccm in zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAD, 
mscht a wieder zu,  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAoSfaet c und  verbindet mit der GasbIirette 
E. Jetzt lirDt man die Amino~tickstofflosudg aus B in D ein- 
fliel3en zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAund vermischt die Fluasigkeiten in U .  Starke Entwicklung 
von Stiokstoff, mit Stickstotfoxyd gemischt, tritt sofort eih. Be- 
schleunigt man die Reaktion durch Schiitteln der Flasche (4-5 Ma1 
pro Minute), so wird sie in 4 - 5  Minuten vollendet. Au€ alle 
FI l le .ftihrt man die Reaktion fort, bis 30-40 ccm OberschuB 
StickstoHoxyd in der Gasburette angesamrnelt sind, d. h., bis das zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

p: 
C:asvolumen in E das erwartete Stickstoffvolumen urn mindestens 
30--40 ccm iibertrifft. Sodann ve rd rhg t  man durch Offnen Ton 
4 und Einlassen der Fliissigkeit aus A in I )  alles Gas aus der 
Flasche und dem capillaren Ausflul3rohr C nach E heriiber. Aus 
3 treibt man das Gasgemisch in die ‘Hempel-Pipet te ,  in welcher 
eine gesiittigte Losung von KMnO, in 2.5-proz. NaOH Bich be- 
findet. Nach Absorbieren des Stickstoffoxyds durch Schutteln iiiit 
dem Permanganat wird der  reine Stickstoff nach E zuruckgetrieben uod 
gemessen. Bis man fjbung irn Absorptionsverfahren hat, ist es zweck- 
mifiig, das Gas zweinial mit Permangannt auszuschutteln. 
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Der zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA. kleine Zylinder zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAF wird nur bei Analpen &her Fliissig- zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

keiten, wie Proteinlasungen, eingeatellt. In diesem Falle enthiilt er 
Amylalkohol, wovon wenige Tropfen, gelegentlich eingelassen , das 
Schiiumen giinzlich oerhindern. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

In der oben beachnebenen Methode ist die einzige Fehlerquelle die kleine 
Luftmenge, welche die 10 cemAmioolbeung enthalten kijnnen. We- man die 
Aminolbeung am Wasser, welches vorher von Luft durch Kochen oder 
Schiitteln im luftleeren h u m  befreit ist, dmtellt, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA80 kommt auch dieser 
kleine Fehlor in Weghll. Andemnfalls zieht man zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0.16 ccm, das Volumen Stick- 
stofl, welches 10 ccm mit Lnft gessttigtee Wasser bei dwc-ttliohen, at- 
mosphllrischen BedingunKen outhalten, von dem Gesamtvolumen dae Stick- 
stoffs ab. 

Weil man durch die Reaktion doppelt so vie1 Stickstoff, als ur- 
spriinglich im Aminostickstoff vorhanden war, erhiilt, so bekommt man 
je nach Druck und Temperatur 1.7-1 .!I ccm Stickstoffgas aus jedem 
Milligramm Aminosticketolf. Dadurch gewinnt das Verfahren an Ge- 
nnuigkeit und Bequemlichkeit. Es wird jetzt im biesigen Laboratonurn 
fur Identifizierung der Aminoaiiuren allgemein benutzt. 

III. Reakt ionsf i ih igkei t  versch iedener  nnti i r l ich vor-  
kommender  Subetauzen. 

Le ucin, Val in,  Alanin,  Glycin, T y r o s i o ,  Pheny la lan in ,  
Glutaminsi iure,  Asparag ins i iu re  und Ser in  geben alle 1 Mo- 
lekul, d. h. 100 Ole, Stickstoff ab. Lys in  reagiert mit 2 Molekiilen, 
auch 100 O/O, seines Stickstoffs. A rg in in ,  H is t id in  und Tryp to-  
phan entwickeln je 1 MolekUl Sticketoff, welches I / , ,  'IS reap. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA' I t  
des Geeamtstickstoffs betriigt. P ro l i n  und Oxypro l i n  reagieren 
gar nicht, desgleicben Glyc inanhydr id .  Die Peptide Leucy l -  
glycin und Leucyl- leucin reagieren quantitativ mit den freien 
Aminogruppen, oicht mit den peptidartig gebundenen Iminogruppen. 
Dagegen reagiert Glycyl-glycin teilweise mit seiner peptidgebun- 
denen Iminogruppe, wie auch F ischer  und KBlker Refunden heben'). 
Guan id in  und K r e a t i n  sind nicht reaktionsfiihig. Cytoein und 
G u a n i  n reagiereo mit ihreo primirren Aminogruppen , aber quantita- 
tiv our nach liingerer Zeit, CI. nach 2 Stunden. Ahnlich Iangeam ver- 
liiuft die Reaktion bei Ammoniak und Harnatoff.  Asparag in  
reagiert mit nur einer Aminogruppe, wie Sachs  
gefunden haben. Die Siiureamidgmppe ist 
bumin  reagiert mit nu r  3 O/O seines gesamten 

und Kormann  anch 
nicht labii. Oval-  
Stickstoffs, R e t e r o -  

1) Ann. d. Chem. 840, 177 [19oj]. 
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f i b r i n o s e  und P r o t o - f i b r i n o s e  jedes mit 6.4 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAO h ,  die D e u t e r o -  
f i b r i n o s e  A mit 13.Oo/oi), B m i t  10.2O10, G l u c o - f i b r i n o s e m i t  12.60/0. 

Jede der bekannten natiirlich vorkommenden Aminoeiiuren ent- 
wickelt 1 Molekiil Stickstoft mit Ausnahme von Prolin zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAund Oxy- 
prolin, welche nicht reagieren, und Lysin, welches 2 Molekiile Stick- 
stoff abgibts). Erwiihnenswert ist die Nicbtreattionsliibigkeit der Amino- 
gruppen des Guanidinrestes irn Arginin, Kreatin nod Guanidia selbst. 
Aucb ist der Iminstickstoif der Peptide nicht reaktionsfiihig, mit Aus- 
nabme von Glycylglycin. F i s c h e r  und K o l k e r  haben bewiesen, 
d i d  peptidgebundener StickstoFf im Glycylglycin und Leucyl-isoserin 
mit salpetriger Siiure reagiert. Wir  haben gefunden, daO man bei 
allen Aminosiruren, aul3er Glycin, Cystin und Serin, gute Resultate unter 
Benutzung von saurem Permanganat erhalten kann. Bei Analysen des 
Glycins k h n e n  die Resultate um mehrere Prozente zu hoch aus- 
fallen, wenn man die gemischten Gase nicht mit Lauge ausschiittelt. 
Beim Serin war der Fehler vie1 geringer. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAEs scheint, daf3 ein Teil des 
sus dem Glpcin stammenden Diazokorpers durch die salpetnge SBure 
ganz zertrummert wird. Dies erkliirt die Bildung von CO, aus dieser 
Aniinosiiore und das Freiwerden des sekundiiren Stickstofis dieses 
Peptids. Wahrscheinlich gilt dasselbe beim Serin. 

IV. Q u a n t i t a t i v e  B e s t i m m u n g  d e s  P r o l i n s  b e i  d e r  E s t e r -  
m e t h o d e  d e r  P r o t e i n - H y d r o l y s e .  P r o l i n - G e h a l t  d e s  C a s e i n s .  

Oewohnlicb bestimmt man das Prolin bei der Ester-Hydrolyse 
duroh alkoholisches Ausziehen der Aminosiiuren, welcbe aus den unter 
90° bei weniger als 1 mm Druck siedenden Estern stammen. Bereclinet 
man den Prolin-Gebalt aus den gesamten Ausziigen, so fallen die Re- 
sultate zu hoch aus, weil das Prolin immer untrennbare Teile der an- 
deren Aminosiiuren mitnimmt. Auch wenn man das Prolin racemi- 
siert und i n  Form des d,(-Prolin-Kupfers81zes urnkrystallisiert, ist  die 

I) Das Histidin, Tryptophan, Guanin und Cytobin wurde mir von Dr. P. 
A. Levene, daa Glycyl-glych und Glycinanhydrid von Dr. G. W. He im 
rod ,  das Prolin und Oxyprolin (am Leim) von Dr. W. A. Jtwobe, die Al- 
burnosen Ton Dr. F. J. Bi rchard,  smtlich Herren des hiesigen Institub, ge- 
Iiefert. Dos Leucyl-leucin und Leucyl-glycin waren umkrystallieierte Prilparatr, 
welche Prof. E. Bbderha lbon  einige Zeit vorLer Dr. Levene zugcstcllt 
hatte. Die Reiilieit aller Substanzen war durch Analyse kontrolliert. 

3 Wegen Mange1 an Material konnto die Keaktion an der von F i s c h e r  
und Abderha lden  gefundenen Trioxydiaminododecan&uro nicht gepriift wer- 
den. Bei der allgemeinen Giiltigkeit dieser Recrktion auf skmtliche aliphatischu 
AminosBorcn diirlon wir a l m  wohl nnnehmen, dr4 auch die Aminogriippen 
dieser S;iura reapiereii. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
- -___ 



81 75 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
Trennung eehr nnvollstiindig, wegen der FPhigkeit der Kupfersalze der  
aoderen SHuren, zusammen mit dem des Prolins zu kryetallisieren. 

Durch Beetimmung dee Geeamt- und Aminaticketaffs zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAkann man 
dieee Schwierigkeiten leicht umgehen und den Prolingebalt dee Ge- 
mischee genau feebtellen. Jede der Aminosiiuren, deren Eater zu- 
mmmen mil dem derr Prolins destilliereo und welche daher dem Prolin 
beigemeogt aultreten zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAkonnen, gibt bei der Aminaticketo~f-Beetimmung 
seinen gsnoen Stickstoff ab. Dagegen reagiert P r o b  gar nicht. Darum 
kanu man durch Abziehen des Aminetickstoffs vom Gesamtstickstoff 
den Prolingehalt des Geniieches quantitativ berechneo. 

464 g Casein wurden Iiydrolysiert, nach P i s c h e r  esteritiricrt, die Ester 
dreimaldwcliBaryt nach Leveneund vanS lyke  freigemachti), sodanndestil- 
liert. Die gesamte Ausbeute an dastillierten Estern betrug 347 g. Die Amincr 
sdiuren ails den unterhalb zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA900 bei zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0.5 mm Druck siedenden Estern wurden mit 
Alkohol nusgezogen. Danrch wurden die Auszilge wiederholt eingedamph 
und mit ksltem abeolntem Alkohol aufgenommen, bis allea klar lbslich war. 
Drr gesamte Stickstoffgehalt dcs Auszugs nach Kje ldsh l  war 5.441 g, der 
Aminstickstoffgohalt 1.666 g. Dahcr betrug der Prolinstickstoff 3.775 g, 
entsprecherid 81.10 g Prolin, was 6.70% des Caseins ausmacht. 

Eiii Teil deb Cfemiscbes, enthdtenil 3.44 g Stickstoff, rurde in das d,l- 
Kiipfcmrlr uingowandelt. Ansbeute 38.6 g wasmireie Kupfersalze. Beim 
Umkrystallisieren nus Wssser wurden 19.0 g beinahe rehe8 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAd, I-Prolinknpfer, 
entapiwheiid 61.5 O/O des berclclineteir vorhandenen Prolins erhalten. 

0.38-24 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAg Sbst.: 0.0416 g Verlnst bei 1 W .  - 0.3561 g Sbet.: 10.78 ccm 
n’lo-lihodanid nach Volhnrd.  - 0.3634 g Sbst.: 2.40 ccm Aminntickstoff 
bei 220, 760mm. 
C~(C,€iaO,N),+28,0.  Ber. H,O 11.00, Cu 19.40, hmioetichtoff 0.00. 

Gef. 10.88, 19.27, I) 0.34. 

Daa Umkrystallisieten der Mutterlaugen ergab nur Gemische. Die 
Analysenzahlen zeigten, dall darin wahrscheinlich die Kupfersalze vDn 
Valin, -1lanin und Prolin enthalten draren. Solche Gemische kobnen, 
osch spiiteren Befunden, durch RUckverwandlung i n  die freien Sauren 
und Umkrystallisieren i u s  Alkobol weiter getrennt werden. Aus den 
Mutterlaugen kann der Rest dee Prolins zum groaten Teil ale reines 
Kupfersalz erhalten werden. 

Der obea gefuadeae Prohgeha l t  des Caseins ist zweimal 80 groD 
ale der von A b d e r h a l d e n l )  gefundene, stirnmt aber gut mit dern 
voo E n g e l a n d  gefundenen iiberein ’). 

8 )  Jounr. Biol. Cliem. 6, 419 [19091 
a) Ztnclir. f. physiol. Chem. 48, 23. 4) Diese Bericlite 42, 2962 [19091. 



V. E i n e  Y e t h o d e  z u r  A n a l y s e  d e r  P ro te i r i e .  

Nach dem unten beschriebenen Verfahren gelingt die Charakteri- 
sierung einzelner Proteine vollstiindiger als es sonst moglich ist, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
wenn niimlich keine geniigende Quantitiit zur Durchfiihrung einer 
komplettep Hydrolyse nach Fisch e r  vorliegt. Die Bestimmung tles 
Arginins und Lysins nach dem neuen Verfahren scheint bei- 
nahe zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAso genau zu sein, wie die nach K o s s e l .  .2iich eriiioglicht die 
Methode eine leichte Bestimmung des Cystins, welches meistens in 
den bisherigen Hydrolysen tlicht bestimmt worden ist. Das Verfahren 
beruht auf der Trennung der Aminosauren in zwei Gruppen durch 
die bekttnnte Fallung rnittels Phosphorwolframsaure und darauf folgende 
Bestimmung der verschiedenen AminosPuretypen in beiden Griippen 
durch eigenartige quantitative Reaktionen. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Man hydrolysiert 3.0 g Protein durch 18-20-stiindiges Iiochen mit 2O-prtn. 
HCI. Die Lcisnng wird mtigiichst eingedampft, sodann in 200 ccin Wasser 
aufgenonimen und in einen Claisenschon Destillierkolben iibergefhbrt. 
Eine gesiittigte Barytlcisung wird zugegeben, bib 25-30 c(w UberschulJ vor- 
handen bind. Man destilliert das Ammouiak in n/lo-Schnefelshre unter 
gntem Vakuum ab. Destillieren cler alkalischen L6sung linter gewcihnlicheiu 
Drncke zerstcirt d s  Arginin. Dic Destillntion wird fortgeftihrt, bis nur ca. 

75 ccni Flbsigkeit zurhckblciben. Dime siiuert man mittels Schwefelsiiure 
ail und kocht unter portiorisweisem Zusatz von AgoSO,, bis slles Chlor 
gefiillt ist. Man whcht den 
Niederschlag griindlich mit heiSem Wasser und bestimmt nach K jeI dah 1 den 
Melanin-stickst off. 

Da Filtrat wird si i f  100 c m  Volumen gebrooht; dam werden 4 Por- 
tioncn vou je zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA5 ccm herausgenommen, von denen zwei ZII K jeldahlachen 
Bestimmungen, zwei zur Aminstickbtoff-Bestimmung clicnen. 

Der zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA80 ccm betragenden Restlcisung fiigt man 4 ccm konzentrierte 
Schwfelsiurc zu, darauf 70 ccm einer Lbsung von 100 g Wasser, 20 g Phos- 
phonvolframsiure uiid 5 g Schwefelsiiure’) und darauf Wasser, bib das gesamte 
Volumen 200 ccm betagt. Das Gemisch wird in gewcihnlicher Weise auf 
900 erhitzt und sodann mindcstens swei Tage bei Zimmertemperatur steheii ye- 
lassen, wodurch der Niederscblag kcirnig wird. Lysin, Arginin, Histidin uncl 
Cystin werden niedergeschlagen”). Die Menge jeder dieser Substmzen, welche 
in einer 2.5O10 Phosphorwolframsirure uiid 5 o/o Schwefelsiinre haltenden LBsiing 
gelost bleibt, wurde ermittelt. Die Resultate, in mg N pro 100 ccin a u s w  

Das gesamte Melanin wird hierbei mitgefiillt. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

’1 Osbor i ie  und Har r i s ,  Journ. hmcr. Chem. SOC. 28, 323 [1903]. 

1) Osborne,  Leavenworth und B r a u t l e c h t  haben dureh Analpse 
einer groDen Reilie Proteine mit Wahrschcinlichkeit bcwiesen, ClaB Phosphor 
wolframsirore niir dime Aminosiiuren fiillt. Amcr. .Tourn. Physiol. 23, 
194 [1908]. 
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drhckt, sinil Lysin zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0.4, Cystin') 1.8, Argiuinq 1.60, Histidin 1.91. Lysirp 
fitllt sobrt nieder, Arginin und Cystin vollkommen niir nech Stunden; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAHi- 
stidin eriordert mindatens 48 Stunden, um mcglichst vollstiindig auszitfallen. 

Den Niederschlag samnielt man suf eineni ge lhe ten  Filter, welches 
so pl ist, dall es sich zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAan die senhrechten 'Wilnde eincr Nutsche 
anpafit. Man saugt mBgliclist trocken und bringt dam 10-12 ccm einer 
8.5 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA"lo PhoNphorwolframsiure zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA, 5.0 'Jl0 Schwcfelsiiure enthaltmden LBsung auf 
das Filter. Das Gemisch riihrt man auf dem Filter zu einem glatten Rrei 
anf, sodanii nutscht' man wieder mbglichst trockon. Das Wasehen nach 
tliiiscr Methode wieclerliolt maii xchnmal. Es erm6glicht, bei miiiimaler Fiiissig- 
keitsbenntrung und daher xu veniachlbsigendem VerluBte durch Anflijsen des 
Niederschlages, das quantitative Auswkwhen der nicht gcfirllten Aminosiioren, 

Dcr gewarichenc Nieclemclilag w i d  nntcr meclianischcm Umriihren in 
W a r w  suspendiert und mittels eines kleinen Uberschusw kalter l3arytlijwng- 
zerlept. Das Filtrat yon dem Bariumsulfat wid Phosphorwolfromat, befreit 
mail mittels Kohlemiture mbglichst vom iiberachiissigen Barium rind verdampft iin-- 
ter vermindertem Drucke bis cn. 100 ccm. Sodann sBttigt man noch einmal mit 
I<ohlcnsiinre und fillirt die Destillation bis zii 'einem kleinen Voliimen fort. 
Dadurch wird alles Barium gcfillt. Maif filtrlert in einrn 50 ccm-Meiakolben. 
1'011 den 50 ccm Lbsuiig nimmt man 10 ccrn fiir die Kjeldnhlsche Bestimmung 
iind 10 ccni fiir die Aminstickstoff-Bestimmung. Die iibrigbleibentlen 30 ccrn 
filhrt man , nach Ziigabe cines Tropfcns Na.triumcarbon:it, um die Abwesen- 
licit von Barium icstzustellen, mittels 20 ccm Wasser i n  eiiien Kolben 
aus Jena-Glrs iiber, gibt, 16 g reines Natriumhydroxyd aus Natrium zu und 
kocht zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA6 Stundcn unter einem Ruckfliillkiihler, welclier am oberen Elide 
einc 10 ccrn " i s  - Schwefekiiure enthaltendc F o 1 i n sche Vorlage mit drei 
Kugeln trigt. Argiiiiri und Cystin werden zerlegt und 50 rcsp. 17% ihres 
Stickstoffs qnantitativ als Ammoniak freigemacht?. Es wurde festgestellt, daB die 
anderen Hexonbasen unter diesen Bedingungen keine betriichtlichen Mengen 
Ammoniak abgeben. Das Ammoniak wird beinahe vollstgndig von der Skure 

I) Win te r6  t e i u  hat die Tabache aufgefundcn, tlaD Phospliorwolfram- 
sitiire Cystin fsilt, hat aber nicht bestimmt, wic vollkommen die Aus- 
fallung ist. Ztschr. f. physiol. Chem 34, 153. 

3 Gulewi tsch fand 2.2 mg. 
, 3, Die Zerlegbarkeit des Argiains durch Alkali haben bereits Osborne, 
Brou t lech t  und Leavenworth bemerkt. Amer. Journ. Physiol. 28, 180. 

Nach t rag  bei d e r  Korrektur .  Die Reaktion bei der Zersetzung des 
Arginins verlauft quantitativ unter Bildung von Ornithin, und von Ammoniak 
in einer Quantitgt entsprechend der Hiilfte des Arginin-Stickstoffs. Die Zer- 
setzung des Cyetins ist nicht vollstjindig. Die Resultato von mehreren I'er- 
suchen waren aber gleichmd3ig beim genaoen Verfolgen der angegebenen Be- 
tlingungen; es werden dabci etwa 17 O/o des gesamten Cystin-Stickstoffs in 
Ammoniak iibergefiihrt. Da Jena-Glas nicht ganz sullatfrei ist, muB m a n  
die kleine Sulfatmenge, welche unter den beschriebeneo Bedingungen aus dem 
Kolbcn geliist wird, bestimmen. 

Ztschr. f. physiol. Chem. 27, 196. 



In zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAdcr Vorlage adgefangcn; man titriert es mit Alizarinsulfosfiure. Eine 
Spur Ammoniak, im Durchschnitt 0.5 mg, bleibt in dem Kolben und dem 
Kiihler. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAMan spiilt zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA100 ccm Wasser durch dicsen in den Kolben und treibt 
durch die iibliche K je ldah lsche  Destillation don Ammoniakrest in 
Siiurc hiniiber. Die Destillation wiril fortgefiihrt, bis gcrade 100 ccni 
Wasser iibergetrieben sind. 

Die zuriickbleibende alkalische Pliissigkeit Iiihrt man in einen groUen 
silbernen Tiegel iiber, gibt 3 g KNO, zu und bestimmt in gewohn: 
licher Weiee nach Entfernung der Kieselsiiure den organischen Schwefel. Da- 
Taus berechnet, man das C y s t i n .  

Bus den obigen Daten bcreclinet man die lTerteiluiig des Stickstoffs 
a u f  die verschledenen, durch Phosphorwolframsiiure gefkllten Aminosiiuren. 
Der Nichtaminstickstoff stammt ganz aus hrginin, yon dessen Ptickstoffgehalt 
drei Viertel nichtamioartig reagieren, und LUS Histidin, morin ‘/a des Stickstoffs 
nichtaminartig enthalten siod. Von dem gesamten Nichtaminstickstoft zieht. 
man a/d des Argiuin-Stickstoffs ab. Die erhaltene Uifferenz, mit 3,’) multipliziert, 
yibt denHietidin-Stickstoff. Uurch Abziehen des hrginin- zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ Histidin-Stickstoffes 
von tlem gesamten, durch Phosphorwolframsiiure gcfiillten Stickstoff crhslt 
man den Cystin- + Lysin-Stickstoff. Das Cystin Lerecbnet mati aus dcr 
Schwetelbestimmiing, daa Lysin erhiilt man durcli Differenz. 

Durch hbziehcn dcs gesamten Stickstoffs und Aminstickstoffs des Phos- 
~hornolframsiure-Nicderschlags yon den entsprechcnden, aus der 1,Bsung vor der 
Fiilliing erhaltenen Wcrten, berechuet man den A m i n s t i c k s t o f €  und den 
Ni c h t a m i n  s t i c k s  to  f f der .Mo n oam in os  i i i  re-  F r a  k ti o n  {c. Uer Nicht- 
aminstickstoff besteht itus dcrn gesamten Stickstoff des Prolins und Oxypro- 
his, der Hhlfte des Tryptophan-Stickstofb und moglicherwcise aus andercti, 
noch unbekannteii Aminoshurcn. 

Ich iibeneugtc mich, da9 alle bekannten Monoamino-monocarboxysiiuren 
gegen RosolsiiuIu neutral reagieren , welclie den Farbenumschlag zu vollem 
Hot bei lo-’ Waaserstollio?en-Konzentrntiun gibt. Die Dicarboxjaminosiiuren, 
Glutaminssure und Asparaginsinre dagegen kann man wie einwertige Siiuren 
titricren, selbst in Ciegen Nurt iiberwiegcnder Mengen anderer Siuren. Uni 
dicse Bestinimung auszufiihren, thllt man die Phosphorwolframshure niit 
iiberschiissigcm Baryt und den iibcrschiissigen Baryt durch Einleiten Ton zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
COa in die h e i h  1.8suug. Durch diese Behandlung wird nuah dns vorhan- 
dene Stber- getant. Man dampft ’ die klare FIiissigkeit bei vermindcrteni 
Druck auf zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAca. 100 ccni cin, sodann entfernt man quantitativ die kleine, noch 
vorhandene Bargtmenge. Man braucht im Durchschnitt 30-40 ccni “/lo- 

H?SO&. Daciurch erhiilt man eine LBsung, welche nichts auBer den Mono- 
aminosiinren cnthiitt. Man gibt 2 ccm einer neutralen I-proz. alkoholischcn 
RosolshurclBsung zu und titriert bis zum vollen Rot mit ‘/,o-NaOH. 

Um den Bruchteil der ganzen urspriinglichen Monoaminosiiurcmengc, 
welcher nach dem Probenehmen Zuni Titrieren gelangt, zu berechnen , fiillt 
man liis zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA200 ccm auf und bestimmt den Stickstoft oder Aminstickstolf in 
10-20 ccrn. 

Damit die obcn lmchiiebene I)ic.arboxysPurc-Bestimmunp; wertvoll wird, 
ist es absolnt itotig, (la13 idle Reagenxien, insbrsondere dcr Baryt und die 
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Yhosphormolfmmsiiure, vielche in  deli vorliergehenden Prozessen benutzt wer- 
don, von h6chster zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAKeinheit sind. 'Man henutzt nur BReagensc-Baryt und 
reinigt die besten kiiuflichen Phosphoraolframsi%nren durch dther. Falls das 
Protein Alkalisahe enthglt, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAm a  vorher ein Teil mit Schwefelsiiure verascht 
werdcn. Das Aquivalent dee Alkalisulfate (als BaSO, beet) wird dam dem 
aiis der Titration erhaltenen Wcrte zugerechnet. Die Dicarboxysdiore-Beetim- 
mung ist gegenwiiitig nocb eirier wciteren Nachpriifung bei verschiedenarti- 
gvn Proteinen bediirftig, bevor man sie zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAnls eine rllgemeine Methode vor- 
echlegen darf. 

Die Resultate au* cirior Analyse von Casein miigen als Beispiel dienen. 

Ammoniak-N zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA. .  ; . . . . . .  
Melanin-N . . . . . . . . . .  
H a s t .  . . . . . . . . . .  
Geeaniter N (Summe) . . . . . .  
Gesamter Amino N . . . . . .  

sParen . . 

1 O/O des i O/O des gesamten zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
V mittela frlibcrer 

Methoden gef. 

0.0138 I 10.43 
O.Oi44 3.43 

0.2865 1 ,6828 
0.0315 7.51 

0.0330 ' 7.86 

0.3615 I - 
0.0178 i 4.24 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
0.OoSJ i 1.95 

0.4197 - 

0.0399 j 9.51 

0.0440 1 10.48 

0.1871 1 44.60 
I 

.95-7.80'); 9 92 *) 
2.56-4.32 I) 

6.66-7.84 1). 

7.55 8 )  

Wenn iiian rnit Riicksicht aul die Liislichkeit der PhosphorwolIromsirure- 
verbindungen korrigicrt, so wird der Arginin-N ruf 8.46 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA"lo, der Histidin-N 
auf 5.39 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA0 jO gesteigert. 

VI. R e s t i n i m u n g  des  A m i n s t i c k s t o f f s  im Hsrn. 
DR Harnvtoff und' Ammoniak langsam rnit salpetriger Saure rea- 

gieren, mu13 man sie aus dem Hnrne wegechaffen. Zu einer Probe 
yon 75 ccm Harn fiigt man 2.5 ccm konzentrierte Schwefelsaure; so- 

dann erhitzt man unter Druck auf 175O anderthalb Stunden. Dadurch 
wird der Harnstoff vollstiindig in NHa und COZ zeriegt ( B e n e d i c t  
und G e b h s r t ' ) ,  L e v e n e  und Meyer5)). Man setzt dann l o g  

1) Osborne,  Leavenworth und Brnn t tech t ,  din. Jouro. Physiol. 

*) Hart ,  Ztschr. f .  physiol. Chern. 83. 
3) Abderl ia lden und Babkii i: Ztschr. E. plipiol. Chem 4i. 
4) Journ. Am. Chem. SOC. 1909. 

28, 183 [1908]. 

s, Jourii. Am. Cllem. Soc. 1989. 
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&(OH):, zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAund ein Stiick Paraffin hinzu, urn das Aufschiiumen zu 
verhindern, und kocht das Ammoniak vollstandig ab, bis die Dampfe 
Lackmus nicht mehr blauen. Sodann filtriert man, wascht den Nieder- 
schlag zehnmal mit heiBem Wasser, dampft das Filtrat auf wenige 
Kubikzentirneter ein und filtriert von kleinen Mengen zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBACaCOa in einen 
25-ccm-MeRkolben ab. l)ie Kontrollbestimmungen des Aminstickstoffs 
knnn man mit 10 ccm wiederholen. Hierbei erhi l t  man nicht n u r  
den Stickstof€, der aus ursprunglichen freien AminosHuren stamnit, 
sondern auch den aus der Hippursaure, den Peptiden usw., aus wel- 
chen durch saure Hydrolyse freie Aminogruppen entstehen. Die 
Methode ist ganz genau. Z. B. gaben 75 ccm eines Harns 5.09 m g  
Aminstickstoff. 1 1.55 mg Alaninstickstofl wurden zu einer ahnliclien 
Probe zugegeben. Wiedergefunden wurden 16.67 und 16.55 mg Aniin- 
stickstoff, 11.58 und 11.47 mg Alaninstickstoff entsprechend. J ler  
.4minstickstoff im Harne des normalen Menschen betragt 1.5-2.5 
tles Gesamtstickstoffs. 

Es wird zunachst versucht werden, die Methode in solcher Weise 
zu modifizieren, daB sie auch die Bestimmung des freien Aminstick- 
stoffs im Harne, getrennt ron  dem durch Hydrolyse freiwerdenden, 
ermoglich t. 

Rei Hunden betragt er zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1-25 O;O. 

YII. D i e  M e s s u n g  d e r  V o l l s t a n d i g k e i t  u n d  d e r  G e s c h w i n -  
cl ig  k e i  t d e r  P r o t e  o l  y s e d u r c h A m i n  s t i c k  s t o f f -B e s  t i m m  11 n g. 

Wie E m i l  F i s c h e r  und seine Schuler bewiesen haben, sind die 
Proteine a19 Ketten vnn peptidartig gebundenen Aminosauren nu- 
ziisehen. Durch Hydrolyse werden die - CO-NIT-Bindungen ge- 
sprengt, unter Entstehen einer freien NHI - Gruppe aus jeder peptid- 
artigen Bindung. Daher sollte bei einem teilweise hydrolysierten 
Protein das Verhaltnis des freigewordenen Aminstickstoffs zu den) 
durch komplette Hydrolyse Erei zu machenden Stickstoff das MaM der  
Vollstandigkeit der Hydrolyse ergeben. Auch sollte der Verlauf des 
Freiwerdens von Aminstickstoff die Geschwindigkeit der Hydrolyse 
anzeigen. Wie vorher angegeben, kann auch der peptidgebundene 
Stickstolf bei Glycylpeptiden durch salpetrige Siiure teilweise ent- 
nickelt werden. Doch kommen solche Peptide nber kaum bei der 
Hydrolyse der meisten Proteine in betrachtlicher Quantitat vor. Vor- 
versuche haben bewiesen , daB durch die Bminstickstoft-BestimmunR 
der Gang der Proteolyse gut beurteilt werden kann. Man berechnet 
den Grad der Hydrolyse mittels der Gleichung: 

100 (A-Ao) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
" i o  Hydrolyse = 

AI-Ao * 

A = beobachteter Aminstickstoff, A,, = Aminstickstoft' des nicht by- 
drolysierten Proteins, -4 I = Aminstickstoff nmh vollstandiger Hydrolyse. 



Verdauung des  E d e s t i n s  d u r c h  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAT r y p s i n .  
150 ccm HsO; zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA6 g lufttrocknea Edestin; 0.5 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAg NaZCOJ; 0.6 g GrtibIers 

Trypsin; Temperatur 370; Proben von zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA5 ccm 1.6sung f8r Aminstickstoff- 
Bestimmnng. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

______ 
Stunden ccni N auf 00, I 0 l0  des gesaniten 1 O,u HydrolYae 

1760 mm berechnet N I 
I 1 

I I I 

0 
2 
4 

20 
80 

.komplette H dro 
lyse durch %Cl-  

1.97 
7.62 
8.92 

12.62 
19.56 

40.25 

3.86 I , 0;OO 
14.93 1 9.55 
17.47 18.15 
2475 ‘ 27.40 

79.00 l c l o . ~  
I 

38.35 1 47.30 

Hydro l yse  des  EiwciW d u r c h  NaOH. 
100 ccm HaO; 2 Q Ovalbumin; 5 g NaOH; Temperatur 60°; Proben voii 

5 ccm Losung fir Aminstickstoff-Bestimruunp.. 

Stundeu 

0 
0.5 
4.5 

25 
48 
96 

144 
komplette Hydro- 
lpse durch HC1 

CCQ N auf 00, 
166 mm berechnet 

0.78 
1.85 
5.04 

10.1 1 
12.09 
15.85 
17.75 

22.10 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
O l 0  des gesamteii 

N 

3.00 
7.15 

19.4*? 
34.02 
46.62 
61.10 
68.4’3 
85.20 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O h  Hydrolyse 

0.00 
5.19 

19.95 
43.10 
53.op 
70.70 
83.20 

100.00 

Bei Gegenwart von Proteinen, Albumosen usw.  in  der Losung 
bei der Aminbestimmung niuB man zuweilen einen Tropfen Amyl- 
alkohol aus dem kleinen Tropfxylinder F in die Flasohe E (Figur) 
einlassen, um Schaumen zu verhindern. l3ei der Bestimmang in 
diesen Fallen gebrauchte man zur Reaktion gerade 5 Minuten .unter 
wiederholtem Schiitteln; liingere Versuchsdauer vermeiden wir, urn tiefer- 
greifende Eingriffe der salpetrige Siiure enthaltenden Essigsaure auf die 
komplizierteren Molekiile auszuschlieben. Wenn dmmoniak vorhnndeo 
ist ,  werden 30-40 O l O  davon in dieser Zeit zersetzt. 

Alle oben beschriebenen Anwendungen der Aminstickstoff-Restim- 
miing werden n i t  groI3erer Vollstindigkeit und mit Beispieleo von 
deren Anwendung im Journal of Biol. Chem. mitgeteilt werden. 

Hrn. Dr. P. A. L e v e n e ,  welcher die mitgeteilte Arbeit durch 
wertvollsten Rat uod Anregung unterstiitzt hat, spreche ich weinen 
verbindlichsten Dank aus. 




